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RESUMO

A familia Drosophilidae é formada por dipteros braquiceros amplamente distribuidos
pelas diferentes regides do planeta. E composta por cerca de 4.000 espécies, 300 delas
encontradas no Brasil. O objetivo deste trabalho foi caracterizar morfologicamente a estrutura
do aparelho reprodutor masculino interno e a ultraestrutura do espermatozoide das espécies:
Drosophila mercatorum, Drosophila simulans, Drosophila cardini, Drosophila nebulosa,
Drosophila sturtevanti e Zaprionus indianus. Para essas espécies, 0 aspecto estrutural do
aparelho reprodutor interno condiz com o descrito para outros drosofilideos, contudo,
diferencas quanto ao tamanho e coloracdo sdo caracteristicos para cada uma delas. O
espermatozéide dessas espécies se mostrou longo e fino, apresentando uma grande variacdo
guanto ao tamanho entre as espécies. A ultraestrutura do espermatozoide revelou que o padrao
morfologico condiz com o0 encontrado para a maioria dos insetos. A regido da cabeca
apresenta nucleo condensado e acrossoma posicionado lateralmente ao nucleo. Na regido da
cauda, 0 axonema apresenta o padrdo 9+9+2 comumente descrito para outras espécies de
Diptera. As espécies apresentaram diferencas quanto ao formato e tamanho dos derivados
mitocondriais. A andlise citoquimica utilizando EPTA também revelou diferengas quanto a
localizagdo das proteinas basicas nos derivados mitocondriais. Os resultados obtidos
contribuem para ampliar a base de dados a respeito da familia Drosophilidae fornecendo
dados que talvez possam vir a contribuir para sanar davidas existentes dentro do grupo, bem

como, contribuir com analises filogenéticas futuras.

Palavras-chave: drosofila; ultraestrutura; espermatozoide.



ABSTRACT

The family Drosophilidae is composed of brachycera dipterans largely distributed
throughout the diverse regions of the planet. It comprises approximately 4,000 species, from
which 300 occur in Brazil. The aim of the present study was to morphologically characterize
the structure of the internal male reproductive system and the ultrastructure of spermatozoa of
the species: Drosophila mercatorum, Drosophila simulans, Drosophila cardini, Drosophila
nebulosa, Drosophila sturtevanti and Zaprionus indianus. The structural aspect of the internal
male reproductive system in these species is similar to that described for other drosophilids,
although differences in size and color are peculiar to each of them. The spermatozoon in these
species is relatively elongated and thin and a large variation in size among the studied species
was observed. Analysis of the ultrastructure of spermatozoa revealed a morphological pattern
which resembled that described for most insects. Sperm head region displayed a condensed
nucleus and an acrosome located laterally to such nucleus. In the tail region, axoneme showed
the 9+9+2 pattern commonly described for other Diptera species. Differences in size and
shape of mitochondrial derivatives among the studied species were found. Cytochemical
analysis with EPTA also revealed differences regarding basic proteins localization within
mitochondrial derivatives. The results of the present study contribute to enrich the database of
the Drosophilidae family, which will possibly clarify doubts as well as assist future

phylogenetic analysis.

Keywords: Drosophila; ultrastructure; spermatozoa.
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1. Introducéo

1.1 O espermatozdide

Desde sua descoberta, em 1670 por Leeuwenhoek, o espermatozdide tem sido um dos
tipos celulares que mais desperta e fascina os estudiosos. Séo células que em geral apresentam
algumas caracteristicas morfologicas béasicas: pequenos, moveis, compactos e altamente
especializados para a fertilizacdo do dvulo. Ao longo do tempo foram sendo modificadas de
forma a otimizarem a transferéncia do material genético masculino para o 6vulo, processo no
qual ocorre a transmissdo de caracteristicas hereditarias e posterior desenvolvimento do
organismo.

E uma célula altamente complexa, sendo o tipo celular que possui a maior diversidade
atualmente conhecida. Essa diversidade resulta das inimeras modificagdes morfologicas
ocorridas ao longo dos processos evolutivos, diferentemente do que é observado em outros
tipos celulares (Baccetti & Afzelius, 1976). Tais modificacdes seriam um reflexo de
adaptacOes aos mais diversos ambientes de fertilizacdo e pressdes seletivas deles decorrentes,
e teriam surgido independentemente em diversos grupos (Franzen, 1970; Jamieson, 1987).
Em insetos, por exemplo, essa diversidade pode ser vista quando comparamos o tamanho dos
espermatozdides que podem variar desde 1,7 um, em algumas espécies de cupins (Baccetti et
al., 1981), a 58.000 um em Drosophila bifurca (aproximadamente 20 vezes o tamanho do
macho que o produz) (Pitnick et al., 1995).

Nos ultimos anos, como forma de buscar uma resposta para tamanha diversidade,
estudos como os de Joly e colaboradores (2004) e Higginson e colaboradores (2012) vem
sendo realizados na tentativa de mapear a relevancia e influéncia de aspectos do trato

reprodutivo da fémea (ex: dimensBes do ducto da espermateca, ou receptaculo) sobre a



morfologia do espermatozoide, além de correlaciond-los com outros aspectos como a

competicdo espermatica.

Observacgdes acerca dos aspectos evolutivos do espermatozdide e sua especificidade,
uma vez que constituem um carater Gnico de identidade para a espécie que o produz, tém feito
com que a utilizagdo de sua ultraestrutura seja amplamente aceita em estudos de filogenia e
taxonomia, por demonstrar eficiéncia na resolucdo de arranjos taxonémicos (Jamieson, 1987;
Jamieson et al., 1999). Quando dados referentes aos caracteres morfoldgicos dos
espermatozéides sdo analisados em conjunto com outras informacgdes, por exemplo, dados
moleculares e também de morfologia externa, o resultado obtido torna-se mais consistente e
confiavel para um melhor entendimento de suas relacdes filogenéticas. A especificidade da
ultraestrutura dos espermatozoides tem sido alvo de muitos estudos tendo sido inicialmente
observada em mamiferos e subsequentemente confirmada para Vvarios grupos de animais,
inclusive dos insetos, justificando assim, 0 uso destas células em estudos taxondmicos e
filogenéticos (Dallai et al., 1993; Carcupino et al., 1995; Jamieson, 1987; Jamieson et al.,

1999).

Devido a grande diversidade e incertezas quanto a classificacdo, o grupo dos insetos
tem sido largamente utilizado para estudos da ultraestrutura do espermatozoide. Na literatura,
inimeros sdo os trabalhos que trazem a ultraestrutura do espermatozdide em representantes de
quase todas as Ordens de insetos, sendo as mais representadas: Lepidoptera (Alves et al.,
2006), Hymenoptera (Gracielle et al.,2009), Hemiptera (Zhang & Dai, 2012) e Diptera (Name

etal., 2012).



1.2 A Ordem Diptera

A Ordem Diptera, representada pelas moscas e mosquitos, é considerada uma das
ordens megadiversas que constituem a Classe Insecta, sendo também a mais bem catalogada
em todas as regibes biogeograficas. Existem mais de 150.000 espécies catalogadas, sendo que
para a regidao Neotropical, cerca de 35.000 ja foram descritas (Evenhuis et al.,2008). Sao
insetos holometabolos, tendo sua origem sido estimada para cerca de 250 milhdes de anos, no

Permiano (Yeats & Wiegmann, 2005).

A Infraordem Brachycera, da qual fazem parte as moscas, € um grupo extremamente
bem sucedido, tendo evoluido nos udltimos 200 milhGes de anos e se diversificado em
aproximadamente 80.000 espécies recentes divididas em 95 familias (Grimaldi & Engel,
2005). Porem, sua diversidade ndo se restringe apenas a riqueza de espécies, mas também

variedade estrutural, habitos ecologicos e importancia econémica.

Diptera € um dos grupos de insetos mais bem estudados, fato esse relacionado com a
grande proximidade de varias espécies com a trajetdria do ser humano. Algumas delas séo
consideradas vetores de doencas tais como: maléria, febre amarela, leishmaniose,
tripassonomiase africana (doenca do sono) entre outras, e tiveram uma importante influéncia
na histéria da humanidade alterando até mesmo o curso de guerras e taxas demograficas
(Grimaldi & Engel, 2005). Dessa forma, ao mesmo tempo em que se ampliou o conhecimento
acerca das doencas, também impulsionou-se os estudos com relacdo a seus vetores e espécies

correlatas.



1.3 A familia Drosophilidae

A familia Drosophilidae ¢ uma das maiores linhagens que emergiram da pequena
radiacdo dos dipteros acaliptratos (Throckmorton, 1975). E formada por dipteros braquiceros
amplamente distribuidos por todas as regides zoogeograficas. Contém mais de 4.000 espécies
compreendidas em 78 géneros, distribuidas mundialmente, sendo algumas cosmopolitas e
outras endémicas de determinadas areas (Bachli, 2013). No Brasil, ha registros de cerca de
300 espécies distribuidas em 17 géneros (Chaves & Tidon, 2008).

O género Drosophila se destaca dentro da familia Drosophilidae por abranger cerca
de um terco das espécies, organizadas em 8 subgéneros. Dentre eles podemos destacar 0s
subgéneros Drosophila e Sophophora que juntos abrangem cerca de 1.064 espécies (Bé&chli,
2013). Contudo, a classificacdo e posicionamento de muitas espécies dentro da familia
Drosophilidae ainda gera controvérsias.

O Cerrado brasileiro concentra uma grande quantidade de espécies de drosofilideos
endémicas da regido Neotropical, contudo hd também registros da presenca de algumas
espécies exoticas, algumas delas provenientes da regido Afrotropical (Drosophila simulans e
Zaprionus indianus) (Chaves & Tidon, 2008).

Os drosofilideos possuem interacdo ativa com o ambiente em que vivem, uma vez
que, em sua grande maioria, se alimentam de microorganismos decompositores,
principalmente leveduras, encontrados em folhas, flores e frutos em decomposicdo (Wheeler,
1987; Schmitz et al., 2010), sendo assim importantes na cadeia saprofitica e no processo de
sucessdo de microorganismos fermentadores.

A distribuicdo geografica se relaciona diretamente com fatores abidticos, tais como
temperatura e umidade e também com fatores bidticos, tais como a disponibilidade de

recursos e a presenca de predadores. Todas essas caracteristicas que afetam a ecofisiologia



desse grupo de insetos, podem estar ligadas com a presenga, abundancia e sazonalidade ou até
mesmo ter influéncia sobre caracteristicas reprodutivas das espécies (Markow & Grady,
2008).

A fauna de Drosophila da regido Neotropical é altamente diversificada, com muitas
espécies ainda ndo descritas (Val et al. 1981; Roque & Tidon, 2013). Devido a essa grande
diversidade, espécies s6 podem ser distinguidas por meio da analise da genitalia masculina
(Vilela, 1992), o que implica uma anélise detalhada por parte dos taxonomistas.

As espécies da familia Drosophilidae sdo numerosas em termos de riqueza e
abundancia, amplamente distribuidas, sensiveis a modificacbes ambientais, facilmente
coletadas e manipuladas em laboratorio; caracteristicas essas que as tornam eficientes como
modelo biolégico (Powell, 1997). Desse modo, tém sido amplamente estudadas ao longo do
tempo, principalmente como modelo em estudos de genética e evolucdo, por serem um
modelo de facil manipulacéo e apresentarem um curto periodo de vida.

Além disso, é cada vez maior o interesse em unir a ecologia e a biologia reprodutiva
do grupo com as teorias evolutivas que tentam explicar sua radiagdo, uma vez que, a
distribuicdo espacial das espécies em ambientes diversificados pode vir a ter influéncia
significativa sobre a biologia reprodutiva das mesmas, 0 que por sua vez, poderiam
influenciar a taxa de diversificacdo dentro de uma dada linhagem (Markow & Grady, 2008).

Assim como em muitos insetos, 0 sucesso reprodutivo para ser efetivo necessita que
determinados requisitos sejam cumpridos tais como: moscas adultas férteis, serem capazes de
achar bons parceiros e bons locais onde possam ovopositar, e que fornecam aos ovos
condic@es favoraveis ao desenvolvimento. Contudo, esses processos reprodutivos podem ser
influenciados por fatores como abundancia de recursos quimicos, espaciais e temporais, além

dos fatores abioticos caracteristicos do nicho onde elas habitam (Markow & Grady, 2008).



Outros caracteres como nimero de ovariolos ou tamanho do testiculo também podem estar
associados com o potencial reprodutivo das espécies (Telonis-Scott et al., 2005).

E sabido também que entre aves, répteis e insetos as fémeas possuem o6rgdos de
armazenamento de espermatozoides especialmente adaptados para a selecdo espermatica.
Essa co-evolucdo entre espermatozoOides e Orgdos de armazenamento relatado pra varias
espécies, em alguns casos pode ter tido influéncia no desenvolvimento morfolégico anormal

desses 6rgdos (Nogushi et al., 2012).



2. Justificativa

Poucas espécies pertencentes a Infraordem Brachycera tiveram a estrutura e a
ultraestrutura de suas ceélulas germinativas estudadas até o momento. Na divisdo
Cyclorrahapha, pode-se citar os trabalhos de Bao e colaboradores (1989) e Dallai & Afzelius
(1991), que apresentam uma descricdo sobre os espermatozodides de Ceratitis capitata
(Tephritidae) e Drosophila melanogaster (Drosophilidae), respectivamente. Até o presente
momento, sdo poucos os trabalhos que descrevem a morfologia do espermatozdide em
representantes da familia Drosophilidae, dentre eles destacam-se: Pantazidis e colaboradores
(1992), tendo como objeto de estudo a espécie Drosophila mojavensis; Pasini e colaboradores
(1996), a especie Drosophila subobscura; Mojica e colaboradores (2000), as espécies D.dunni
e D.cardini e Dallai e colaboradores (2008) com D.bifurca, D. hydei e D.kanekoi. E possivel
observar nesses estudos a presenca de padrdes morfoldgicos distintos na ultraestrutura do
espermatozdide dentro da familia Drosophilidae, tanto com relacdo ao formato quanto ao

tamanho e tipos existentes.

Assim sendo, a proposta deste trabalho é ampliar e aprimorar os estudos em
representantes da familia Drosophilidae com dados estruturais e ultraestruturais dos
espermatozdides que, somados aos de morfologia do aparelho reprodutor masculino, possam
contribuir com caracteres que sejam expressivos para a taxonomia, bem como, para serem
utilizados em andlises filogenéticas deste grupo de Diptera. Além disso, os dados obtidos

ampliardo o conhecimento acerca da biologia reprodutiva de representantes desse grupo.



3. Objetivos

Considerando a complexidade morfolégica, as modificacdes estruturais, a falta de
consenso sobre a classificacdo de algumas espécies e ainda o nimero reduzido de publicacdes
relacionadas a este grupo, esse trabalho se propbe a estudar representantes da familia
Drosophilidae (Diptera), tendo como objetivo ampliar os dados disponiveis acerca de sua

morfologia, contribuindo assim para um melhor entendimento da biologia e taxonomia deste

grupo.

3.1 Objetivos especificos

(1) Caracterizar morfologicamente o aparelho reprodutor masculino interno (estudo da

morfologia comparada);

(2) Caracterizar estrutural e ultraestruturalmente os espermatozoides armazenados nos

testiculos e vesicula seminal dos machos adultos.

(3) Comparar a ultraestrutura do espermatozdide entre as espécies, destacando as

caracteristicas mais relevantes.



4. Material e Métodos

O estudo foi realizado utilizando-se seis espécies da familia Drosophilidae:
Drosophila mercatorum Patterson & Wheeler 1942, Drosophila simulans Sturtevant 1919,
Drosophila cardini Stutervant 1916, Drosophila nebulosa Stutervant 1916, Drosophila
sturtevanti Duda 1927 e Zaprionus indianus Gupta 1970.

Os individuos adultos foram obtidos da criacdo mantida pelo Laboratério de Biologia
Evolutiva da Universidade de Brasilia (UnB) onde sdo armazenadas em vidros contendo meio
de cultura (farinha de milho, agticar mascavo, fermento bioldgico, agar, 4gua e nipagin 10%),
a 24,0 £ 1,0°C; fotoperiodo 12h/12h. Para a realizacdo dos experimentos, 0s espécimes foram

submetidos a morte por letargia ao frio e tiveram seus orgaos reprodutores removidos.

4.1 Microscopia de Luz

Os espécimes foram dissecados em solucéo de soro fisioldgico (0,9%) e tiveram seu
aparelho reprodutor interno fotografado no microscopio estereoscopio Zeiss® (STEMI
2000C). Em seguida, os testiculos foram rompidos e os espermatozoides espalhados em
laminas histoldgicas, fixados em solucdo de glutaraldeido e paraformaldeido, em tampéao
cacodilato de sddio. Ainda utilizando a microscopia Optica, testiculos que foram processados
para microscopia eletrénica de transmissdo foram seccionados em cortes semi-finos (4pum),
corados com azul de toluidina-borato de sodio. Para observacéo e a realizacdo de medidas do
nacleo, laminas contendo espermatozoides foram fixadas previamente com paraformaldeido e
lavadas em agua corrente. Em seguida as mesmas foram incubadas por 7 minutos com DAPI
(4,6-diamino-2-phenyndole), lavadas com tampdo fosfato de sodio (PBS) e montadas. Todas
as preparacdes foram fotografadas utilizando o microscépio Axiophot Zeiss®, equipado com

contraste interferencial ou contraste de fase e fluorescéncia. Os tamanhos médios do



espermatozdide foram obtidos por meio da medi¢do de 50 espermatozoides adquiridos a partir

de 5 individuos diferentes de cada espécie.

4.2 Microscopia Eletronica de Transmissio

Para microscopia eletrbnica de transmissdo, os testiculos foram fixados em
glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%, 5mM CaCl, e sacarose 3% em tampéo cacodilato de
sodio 0,1M, pH 7,2 a 4°C por aproximadamente 12h. Pds-fixados por 1h em tetroxido de
O6smio 2%, ferricianeto de potéassio 1,6% em tampao cacodilato de sodio 0,2M, em seguida foi
feita a contrastacdo in block em solucdo aquosa de acetato de uranila 0,5% por 2h,
desidratados em série de acetona (30-100%) e embebidos em resina Spurr’s. Cortes ultrafinos
foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e posteriormente examinados

e fotografados em Microscopio Eletronico de Transmisséo Jeol 1011 a 80 kV.

Para analise da estrutura dos microtibulos o material foi fixado, por 24h em uma
solucdo contendo glutaraldeido 2,5% e acido tanico 1% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3
seguido de contrastacdo “in bloc” em solucdo de acetato de uranila 1% em agua destilada
“overnight” (Dallai & Afzelius, 1990). A desidratagdo, inclusao e observacdo do material

transcorreram de acordo com o protocolo de rotina descrito anteriormente.

Para a deteccdo de proteinas basicas, foi empregado o método do &cido etandlico
fosfotugstico (EPTA), modificado de Bloom e Aghajanian (1968). Testiculos foram fixados
apenas em uma solucdo tamponada de glutaraldeido por 24 h a 4°C. Apos lavagem em tampéo
cacodilato de sodio e desidratado em alcool, o material foi tratado “in bloc” com uma solucéo

de PTA 2% em etanol absoluto durante 2 h, a temperatura ambiente e embebida em resina
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Spurr. Cortes ultrafinos foram observados antes de serem contrastados e, se necessario, apos a

contrastagdo com acetato de uranila.
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5. Resultados

5.1 Microscopia de luz

O aparelho reprodutor interno foi analisado apenas nas seguintes espécies: D.
simulans, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z. indianus. O resultado da analise comparativa
revela semelhanga estrutural com as espécies ja descritas na literatura. Estruturas comumente
encontradas como glandulas acessorias, vesicula seminal e testiculos estdo presentes em todas
as espécies analisadas, contudo apresentam diferencas com relagdo a posicdo e tamanho de
algumas estruturas como testiculos e vesicula seminal. Em todas as espécies os testiculos
apresentam coloracdo amarela, onde diferencas na tonalidade séo perceptiveis e as glandulas

acessorias demonstram-se translicidas.

Em D. simulans, o testiculo é um tubo fino e longo, apresenta regiées com coloracao
amarelada, ndo homogénea. De sua porcdo apical até a vesicula seminal, o testiculo enrola-se
em espiral com duas ou trés voltas. A vesicula seminal encontra-se na porcdo final do
testiculo, porém é facilmente distinguida por estar separada por uma regido que se afunila na
parte posterior do testiculo, se alargando novamente ja na vesicula seminal (Fig.1A). Em Z.
indianus, o testiculo apresenta uma coloracdo amarelo intenso e seu tamanho € visivelmente
maior do que os de D. simulans, encontrando-se em formato de espiral com quatro ou mais

giros, a vesicula seminal encontra-se na porc¢éo final do testiculo (Fig.1C).

D. nebulosa apresenta testiculo e vesicula seminal com coloracdo amarelada, porém,
ndo uniforme em toda a extensdo do testiculo, ocorrendo variacGes quanto a tonalidade da
coloracdo. Também trata-se de um tubo fino e alongado que se enrola em 3 ou mais giros, é
mais largo na porcdo média se afunilando nas extremidades (Fig.1E). Em D. sturtevanti, o
testiculo também apresenta coloracdo amarelada intensa, sendo visivelmente maior do que D.

simulans e D. nebulosa. O testiculo enrola-se em 4 ou mais giros assim como Z. indianus,
12



contudo, apresenta um menor comprimento (Fig. 1G). Em todas as espécies analisadas as
glandulas acessoérias apresentam-se translicidas. A tabela 1 mostra o comprimento medio do

testiculo em cada uma das espécies analisadas.

Os espermatozdides das espécies D. simulans, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z.
indianus séo longos, delgados e filiformes. A partir da marcacdo do nucleo com DAPI obteve-
se a medida média do tamanho do nucleo, sendo possivel estimar o tamanho da regido da

cabeca (Figs. 1B, D, F e H). Os valores médios sdo encontrados na Tabela 1.

Tabela 1. Tamanho médio do testiculo e da regido da cabeca do espermatozéide de
espécies da familia Drosophilidae.

Tamanho Tamanho
Espécie médio do médio do
testiculo (mm) nucleo (um)
Drosophila simulans 1,21+0,64 08,64+1,39
Drosophila nebulosa 2,11+0,49 33,60+4,46

Drosophila sturtevanti 2,42 £ 0,52 28,82 + 6,96

Zaprionus indianus 5,33+0,48 243,99 £ 1,25
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Figura 1. Aparelho reprodutor interno de D. simulans (A), Z. indianus (C), D. nebulosa (E) e
D. sturtevanti (G). Em B, D, F e H evidenciam-se os espermatozoides das mesmas espécies
marcado com DAPI. Abreviaturas: (ga) glandulas acessorias, (t) testiculos e (vs) vesicula
seminal.
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5.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo

A analise da ultraestrutura do espermatozdide das seis espécies da familia
Drosophilidae, D. mercatorum, D. simulans, D. cardini, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z.
indianus revelaram que nos testiculos a diferenciacdo das espermatides ocorre no interior de
cistos, onde os espermatozdides estdo organizados e encontram-se no mesmo estagio de
maturacdo. O nimero de células germinativas em cada cisto ndo € constante, variando entre
64 e 128 por cisto (Fig. 2A). A estrutura basica do espermatozdide nas espécies analisadas
segue o padrdo morfolégico comumente encontrado em espermatozdide de insetos
compreendendo a regido da cabeca, consistindo de um acrossoma e um nucleo, e a regido
flagelar, contendo os derivados mitocondriais, regido do centriolo e axonema. Na regido da
cabeca, 0 acrossoma € inserido lateralmente a porcdo anterior do ndcleo que apresenta
cromatina altamente condensada com algumas areas menos densas (Fig. 3A-B). O nucleo
durante a espermiogénese passa por um processo de modificacdo estrutural, alterando-se de
um aspecto globular e granulado a um estado de intensa condensacdo da cromatina e

alongamento com algumas regides menos densas (Fig. 2B-D, 3A-C).

A regido de transi¢do nucleo-flagelo é composta pela porcéo final do nucleo, regido do
centriolo e pelo inicio do derivado mitocondrial maior. O derivado mitocondrial situando-se

junto ao nucleo e o centriolo (Fig. 3C-D).

A cauda do espermatozoide apresenta um axonema com o arranjo 9+9+2, sendo dois
microtUbulos centrais, circundados por nove duplas periféricas de microtibulos e nove
microtibulos acessorios, cada um deles contendo 13 protofilamentos. Foi observada a
presenca de material intertubular. As espécies apresentam dois derivados mitocondriais de
tamanhos diferentes (Fig. 2E-F, 3E-F, 4A, C e E). O maior contém um material paracristalino
que ocupa quase totalmente o interior da estrutura (Fig. 2E, 3F, 4A, C e E). Os
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espermatozdides de todas as espécies analisadas possuem um aspecto ultraestrutural préprio
sendo possivel diferencid-las de acordo com o padrdo morfolégico encontrado. Em D.
mercatorum, pode-se observar uma camada elétron-densa circundando o axonema junto a
membrana que envolve o flagelo e o aspecto triangular do derivado mitocondrial menor (Fig.
2E). D. simulans apresenta o derivado mitocondrial menor circular e muito reduzido (Fig.
3F). Em Z. indianus, os derivados mitocondriais apresentam formato e tamanho diferenciados
das outras espécies e ambos possuem material paracristalino (Fig. 4C). D. nebulosa por sua
vez possuem derivados mitocondriais proximo ao formato triangular, ambos contendo

material paracristalino em seu interior.

O resultado obtido atraves do tratamento com o &cido tanico para todas as espécies nos
permitiu observar que os microtubulos da regido do axonema se mostram elétron-densos, em
contrapartida os derivados mitocondriais permaneceram sem marcacdo especifica. Também
foi possivel observar alguns microtubulos distribuidos ao redor dos espermatozoides. (Figs.

5A-F).

5.3 Anélise citoquimica

A técnica do EPTA, que permite o reconhecimento de proteinas basicas, mostrou que
na regido flagelar, os derivados mitocondriais de D. mercatorum, D. cardini e D. nebulosa
apresentaram-se positivamente marcados em sua regido periférica, préxima as bordas (Figs.
2G-H; 4C e F). A regido do material paracristalino e 0 axonema ndo apresentaram marcacao

positiva para o EPTA.

Em D. simulans, Z. indianus e D. sturtevanti os derivados mitocondriais apresentaram

marcacdo positiva mais intensa na regido central, onde estqd localizado o material
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paracristalino (Figs. 3G-H, 4D e H). O axonema apresenta-se positivamente marcado para o

EPTA na regido entre os microtubulos.

Nas espécies D. mercatorum, D. simulans, D. sturtevanti e Z. indianus foi possivel
observar a presenca de regides circulares elétron-lucentes nos derivados mitocondriais

préximo as regibes periféricas (Fig. 2G; 3G; 4D e H).

Aparentemente a ultraestrutura do espermatozoide das espécies analisadas é similar,
apresentando apenas algumas particularidades como, por exemplo, a estrutura que circunda o

axonema em D. mercatorum e os resultados diferenciados vistos na analise citoquimica.

A tabela 2 faz um resumo geral dos resultados obtidos com a anélise da ultraestrutura

da regido da cauda para as seis (6) espécies da familia Drosophilidae.
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Tabela 2. Quadro geral mostrando as principais caracteristicas encontradas para a ultraestrutura da regido da cauda.

Camada Derivados mitocondriais x -
elétron Material Regiao positiva ao EPTA nos
(L Axonema Morfologia N derivados mitocondriais
Espécies 94942 densa ao paracristalino
redor do . : Periférica Material
Maior Menor Maior | Menor o T
axonema proximo as bordas | paracristalino
Zaprionus + - Poligonal Poligonal + + - +
indianus
Dr hil . :
osophifa + + Semicircular Triangular + - + -
mercatorum
Dr hil :
osophiia + - Oval Triangular + + + -
cardini
i - Circular
Drosophila + - Semicircular . + - - +
simulans reduzido
Drosophila . .
P + - Triangular Triangular + + + -
nebulosa
Drosophila :
phite + - Oval Triangular + + - +
sturtevanti
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Figuras 2. Micrografias eletrénicas de transmissdo do espermatozdide de D.mercatorum. (A)
Corte transversal dos espermatozdides no cisto. (B-D) Cortes transversais da regido do
nacleo, sofrendo modificacdes ao longo da espermiogénese até a completa compactacdo no
espermatozéide. (E) Corte transversal mostrando a regido do axonema e 0s derivados
mitocondriais. O derivado mitocondrial maior apresenta material paracristalino (*). Ha a
presenca de uma camada elétron densa circundando o axonema (seta). (F) Corte longitudinal
da regido da cauda, evidenciando o axonema e os derivados mitocondriais. (G-H) Cortes
transversal e longitudinal do espermatozdide tratado com EPTA. Derivados mitocondriais sdo
marcados positivamente em quase toda sua extensdo, exceto no material paracristalino e
algumas regides proximas as extremidades (cabeca de seta). Abreviaturas: (ax) axonema,
(c) cisto, (md) derivado mitocondrial, (n) nucleo.
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Figura 3. Micrografia eletrdnica da ultraestrutura do espermatozéide de D. simulans. (A) O
acrossoma localizando-se lateralmente em relacdo a porcao anterior do nucleo. (B) Cortes
transversais da regido do nucleo mostrando a cromatina altamente condensada. (C-D) Regido
de transicdo nucleo-flagelo. Em (C) é possivel visualizar o derivado mitocondrial situando-se
junto ao nucleo e o centriolo e em (D) corte longitudinal evidenciando o nucleo, a regido do
centriolo e o axonema. (E-F) Corte longitudinal e transversal, respectivamente, mostrando os
derivados mitocondriais e 0 axonema. Em (F) é possivel ver o material paracristalino no
centro do derivado mitocondrial maior. A seta evidencia o derivado mitocondrial menor. (G-
H) Cortes transversal e longitudinal, respectivamente, do espermatozdide tratado com EPTA.
Derivados mitocondriais sdo marcados positivamente, com material paracristalino tambem
marcado. E possivel observar algumas areas ndo marcadas proximas a extremidade dos
derivados mitocondriais maiores (seta). Abreviaturas: (ac) acrossoma, (ax) axonema, (ce)
centriolo, (md) derivado mitocondrial, (n) nacleo.
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Figura 4. Micrografias eletronicas da ultraestrutura do espermatozdide das espécies D.cardini
(A-B), Z. indianus (C-D), D. nebulosa (E-F) e D. sturtevanti (G-H) evidenciando-se as
estruturas encontradas na regido da cauda. A, C, E e G foram processados como de rotina,
nelas é possivel visualizar os derivados mitocondriais de tamanhos diferenciados e o
axonema. Em B, D, F e H evidenciam-se 0s espermatozoides tratados com o EPTA.
Abreviaturas: (ax) axonema, (md) derivado mitocondrial, (*) material paracristalino.
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Figura 5. Micrografias eletrénicas da ultraestrutura do espermatozoide, tratado com é&cido
tanico, das espécies D. mercatorum (A), D. simulans (B), D. nebulosa (C), Z. indianus (D) e
D. sturtevanti (E-F). Em (E), evidencia-se a estrutura do axonema, formado pelos
microtdbulos acessorios (cabeca de seta), microtibulos periféricos (seta) e dupla central
(estrela). Abreviaturas: (ax) axonema, (md) derivado mitocondrial.
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6. Discussao

6.1 Microscopia de luz

O aspecto morfolégico do aparelho reprodutor interno das espécies D. simulans,
D.nebulosa, D. sturtevanti e Z. indianus condiz com o descrito para outras espécies da familia
Drosophilidae (Demerec, 1950; Joly et al., 2003, Rego et al., 2013). A variacdo quanto ao
tamanho dos testiculos também esta presente na literatura, sendo descrita como variavel, uma
vez que, esta diretamente relacionada com o tamanho do espermatozoide (Pitnick & Markow,
1994). Alguns testiculos encontram-se dispostos com formato em espiral, fator esse,
dependente do tamanho. Essa grande diversidade com relagdo aos tamanhos foi relatada por
Patterson (1943), que contou o numero de giros e voltas dadas pelo testiculo em varias
espécies de Drosophila, chegando a uma variacao que vai de 1 a 28.

As glandulas acessdrias apresentaram morfologia aparentemente similar nas espécies
analisadas. Segundo Heifetz e colaboradores (2001), as proteinas presentes nas glandulas dos
machos induzem tanto a postura quanto a progressao oogeénica nas fémeas.

As dimensdes do nucleo dos espermatozoides encontradas para D. simulans esta de
acordo com o que estd disponivel na literatura, segundo Joly e colaboradores (1997), o
tamanho médio do espermatozoide de D. simulans é de 1,2 mm. Néo foi encontrado nenhum
dado a respeito das dimens@es do espermatozdide de D. sturtevanti. A relacdo entre dimenséao
da cabeca e do flagelo esta fortemente relacionada, sendo facilmente perceptivel a existéncia
de polimorfismo baseado na variacdo de tamanhos encontrados para a regido da cabeca
(Beatty & Burgoyne, 1971; Snook & Karr, 1998).

Ha relatos na literatura para as espécies D. simulans (Joly et al., 1997), D. nebulosa
(Kraaijeveld et al., 2008) e Z. indianus (Rego et al., 2013), quanto ao tamanho médio do
testiculo. Os dados que foram obtidos nesse estudo estdo de acordo com o que foi descrito

anteriormente. E possivel ver a existéncia de uma relagio entre o tamanho do espermatozdide
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e 0 tamanho dos testiculos o que j& havia sido relatado por Pitnick e Markow (1994). Apesar
de nesse estudo terem sido realizadas apenas as medicGes da regido da cabeca, tem-se a
possibilidade de se ter uma idéia do tamanho do espermatozoide unindo-se os dados do
tamanho do testiculo e da regido da cabeca. Em geral, espermatozoides que possuem mais de
Imm sdo dificeis de serem mensurados, justamente pela impossibilidade de se garantir se

eles estdo integros ou ndo (Joly et al., 1997).

6.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo

O processo de espermiogénese segue 0 que ja foi descrito anteriormente para outros
dipteros proximos (Dallai & Afzelius, 1991; Bao & de Souza, 1993) e também para
Drosophila, passando o nicleo de um estagio de cromatina dispersa a um estagio de completa
condensacgéo (Fabian & Brill, 2012).

Os aspectos ultraestruturais encontrados para os espermatozdides das espécies D.
mercatorum, D. simulans, D. cardini, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z. indianus estdo de
acordo com o padrdo geral encontrado para dipteros e também para o que foi descrito para
outras espécies de drosofilideos (Dallai & Afzelius, 1991; Pasini et al. 1996; Mojica et al.,
2000, Dallai et al., 2008 e Rego et al., 2013). O posicionamento lateral do acrossoma em
relacdo ao nucleo visto neste trabalho também segue o padrdo para Drosophila ja descrito
anteriormente para outras espécies (Jamieson, 1987; Pasini et al., 1996).

A presenca de dois derivados mitocondriais € comumente descrita para as ordens mais
complexas de insetos (Phillips, 1970; Baccetti, 1972), porém tanto para os drosofilideos
analisados quanto para as descricdes encontradas na literatura, temos uma variacdo quanto ao
tamanho e formato dessas estruturas. O aspecto morfolégico encontrado para o derivado
mitocondrial nas espécies analisadas mostra a especificidade desse caracter, uma vez que,

nenhuma delas revelou morfologia idéntica as demais. O arranjo apresentado pelo axonema
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das espécies aqui descritas segue 0 arranjo classico descrito para os representantes da infra-
ordem Brachycera (Dallai et al., 1993; Jamieson et al., 1999), sendo dois microttbulos
centrais, nove duplas de microtUbulos periféricos e nove microtibulos acessorios (9+9+2).
Esse arranjo também é comumente encontrado em outras ordens de inseto como, por
exemplo, Hymenoptera e Hemiptera (Chawanji et al., 2006; Gracielle et al., 2009).

O numero de protofilamentos encontrados na parede dos microtibulos acessorios
apresenta-se contendo 13 protofilamentos, nimero este comumente encontrado na ordem
Diptera, mais especificamente Brachycera.

Tanto o0 axonema quanto os derivados mitocondriais sdo necessarios para que haja a
mobilidade do flagelo, sendo o primeiro responsavel pela acdo mecénica por meio da acao de
proteinas motoras e o0s segundos pelo fornecimento da energia. Contudo, estudos recentes
demonstraram que o papel do derivado mitocondrial maior vai muito além do que somente
uma fonte energética. Noguchi e colaboradores (2012) verificaram que o derivado
mitocondrial maior é de extrema importancia para que o processo de elongacdo do
espermatozdide ocorra, servindo ao longo do processo como suporte estrutural juntamente
com os microtubulos citoplasmaticos localizados ao redor da espermatide ao longo da
espermiogénese.

O padrdo morfoldgico descrito para os derivados mitocondriais de D. simulans se
assemelha bastante com o descrito para D. melanogaster (Tokuyasu et al., 1972; Dallai et al.,
2008), isso pode estar relacionado ao fato das duas espécies serem espécies irmas e
pertencerem ao grupo melanogaster dentro do sub-género Sophophora, segundo Bachli
(2013), o que porventura poderia significar uma maior aproximacao dos padrdes morfolégicos
dos espermatozdide de espécies mais proximamente relacionadas do que outras.

O mesmo pode ser observado, com relacdo a cobertura elétron-densa encontrada em

D. mercatorum. Dallai e colaboradores (2008) demonstraram, por meio de imunomarcagéao
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com Concavalina A, que a camada elétron densa que aparece envolvendo o axonema em D.
hydei, D. kanecoi e D. bifurca € recoberta por uma fina camada de glicocalix. Essa camada
elétron-densa somente foi descrita para essas espécies, que assim como D. mercatorum,
pertecem ao grupo repleta dentro do sub-género Drosophila (B&chli, 2013).

Z. indianus, em comparacdo com as outras cinco (5) espécies, teria apresentado o
padréo ultraestrutural mais distinto tanto com relacdo ao formato quanto ao tamanho dos
caracteres morfoldgicos, isso pode estar relacionado ao fato dela ndo pertencer ao mesmo

género das outras espécies.

6.3 Analise citoquimica

As caracteristicas observadas quanto a marcacdo com &cido etandlico fosfotugstico
(EPTA) para as espécies D. mercatorum, D. cardini e D. nebulosa revelaram que as proteinas
basicas se encontram localizadas nas regides perifericas dos derivados mitocondriais, ndo
estando presentes na regido do material paracristalino. Essas caracteristicas se assemelham ao
que foi descrito para a espécie Cochliomyia macellaria (Name et al., 2012). J& para as
espécies D. simulans, D. sturtevanti e Z. indianus a analise mostrou uma localizacdo das
proteinas basicas mais central, na regido do material paracristalino, assim como foi descrito
para outros Diptera como: Culex quinquefasciatus (Bao et al., 1992) e Chrysomia
megacephala (Name et al., 2010).

Nas espécies D. simulans, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z. indianus foi observado a
marcacdo positiva do material intertubular para o EPTA, fato esse também ja relatado na

literatura para a espécie Chrysomia megacephala (Name et al., 2010).
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7. Conclusao

Os dados obtidos ao longo desse estudo, a partir da descricdo da ultraestrutura do
espermatozéide de D. mercatorum, D. simulans, D. cardini, D. nebulosa, D. sturtevanti e Z.
indianus, estdo de acordo com o que foi descrito anteriormente para outros representantes da
familia Drosophilidae.

Caracteristicas como a morfologia dos testiculos e as dimensbes do espermatozdide
apresentaram-se de forma diferenciada nas espécies analisadas, corroborando com a ideia de
outros estudos acerca da especificidade desses caracteres dentro da familia Drosophilidae.
Essa especificidade da morfologia tanto do aparelho reprodutor interno do macho, tamanho e
ultraestrutura do espermatozdide mostram que estas sdo boas fontes de dados, capazes de
fornecerem caracteres passiveis de utilizacdo futura, na tentativa de elucidar davidas de
taxonomia e filogenia dentro da familia Drosophilidae.

A diversidade morfologica encontrada na ultraestrutura do espermatozoide tambem
revela uma especificidade morfologica a niveis ultraestruturais, onde as caracteristicas
encontradas para as estruturas da regido da cauda, como os derivados mitocondriais, séo
distintas em cada espécie.

Até o presente momento sdo poucos 0s estudos que abordam a morfologia da
ultraestrutura dos espermatozdides, dessa forma, fazem-se necessarios mais estudos
envolvendo o maior nimero de espécies possiveis de forma que a base de dados atualmente

existente seja ampliada.
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